UTILISATION THERAPEUTIOUE DE TRANSFERT PE GENE PAR VECTEUR 
RETROVIRAL DANS DES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIOUES CIRCULANTES: 

ETABLISSEMENT D’UN MODELE PRE-CLINIOIJE MIJRIN ET DEFINITION DES 

CONDITIONS IN VITRO DE TRANSFECTION PAR RETROVIRUS DES CELLULES 

SOUCHES HUMAINES. 

Nous avons publie la premiere etude Clinique prospective et randomisee concernant I’intergt 
de l’intensification therapeutique sous couvert d’autogreffe de moelle osseuse dans le cancer 
anaplasique § petites cellules (1) et defini les conditions de concentration des cellules souches 
hematopoietiques medullaires (2). Apres autogreffe, il existe un deficit immunitaire pouvant 
persister plus d’un an. Nous avons demontre que la capacite de proliferation des lymphocytes T 
reduite apres greffe peut dtre restauree in vitro par lTnterleukine-2 (IL-2) (3). Nous avons 
egalement observe que la production d’IL-2 par les lymphocytes T est diminuee de meme que la 
production de l’ARNm de l’IL-2 par rapport aux contrOles normaux (4). De mSme l’elevation du 
calcium intra-cellulaire suivant stimulation par concanavalin A est reduite (5). Nous avons ensuite 
montre que (’administration systemique d’IL-2 ne corrige que partiellement ces deficits chez les 
greffes (6). 

Les cellules souches hematopoietiques peripheriques permettent une reprise apres greffe plus 
rapide que les cellules medullaires. NOtre equipe cherche a optimaliser les schemas 
d’administration de facteurs de croissance apres chimiotherapie permettant d’obtenir les meilleures 
collectes de cellules souches peripheriques par leucapherese (7). Les caracteristiques biologiques 
des cellules souches et leur abondance en font des cibles ideales pour un transfert de gene par 
vecteurs retroviraux. Dans un modele murin preclinique, nous tenterons de corriger le deficit 
immunitaire apres greffe en introduisant, gr&ce 4 un retrovirus, le gene de PIL-2 ou du CD4 dans 
des cellules souches peripheriques murines. Nous definirons egalement in vitro les conditions 
optimales de transfection par r6trovirus de cellules souches peripheriques humaines collectees en 
vue d’une greffe. 
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L’existence d’une relation dose-reponseen chimiotherapie anticancereuse est le point de depart 
des essais cliniques d’escalade de dose, encore appeles "intensification therapeutique". La toxicite 
limitante de la plupart des agents cytostatiques etant la myelotoxicite, les intensifications 
therapeutiques se pratiquent sous le couvert d’auto- ou d’allo-greffe de cellules souches 
hematopoietiques afin de prevenir une aplasie medullaire irreversible. Notre equipe est la premiere 
a avoir publie une etude clinique prospective et randomisee concernant l’interet de Intensification 
therapeutique dans le cancer bronchique anaplasique k petites cellules (1) et aujourd’hui les 
chimiotherapies intensives avec autogreffe de cellules souches hematopoietiques.sont activement 
investiguees dans le traitement des leucemies, des lymphomes, des cancers du sein, du testicule 
ainsi que de 1’ovaire (2). 

La chimiotherapie intensive suivie de greffe de cellules souches hematopoietiques qui ne 
comprennent qu’un nombre limite de precurseurs lymphoides a pour consequence d’induire chez 
les malades une immunosuppression prolongee, de plus d’un an, contribuant vraisemblablement 
aux infections opportunistes etaux rechutes tumorales frequemment rencontrees chez les malades 
ainsi traites. Notre equipe a contribue k la caracterisation de ce deficit immunitaire (diminution 
du pourcentage et du nombre absolu de cellules T CD4+, augmentation du nombre absolu et relatif 
des cellules NK CD56+, deficit lymphoproliferatif T, deficit de production d’IL-2) et au 
developpement de ses moyens de correction (3,4). L’utilisation systemique d’IL-2 comme 
immunotherapie adjuvante apres intensification therapeutique et greffe de cellules souches 
hematopoietiques produit des effets biologiques interessants sur les cellules NK CD56+ mais peu 
marques en ce qui concerne les lymphocytes T (5). En raison de la toxicite de TIL-2, ce traitement 
n’est pas sans risque et son application au long cours est difficilement pratiquable. 

On trouve chez Thomme comme chez la souris des cellules souches capables de repeupler le 
systeme hematopoietique apres agression lethale, dans le foie de foetus, dans le sang de cordon 
ombilical, dans la moelle osseuse et dans le sang peripherique de Tadulte (6). L’utilisation de 
cellules souches hematopoietiques du sang peripherique est aujourd’hui activement investiguee 
(projet interuniversitaire FRSM 74.583.92) en raison de leurs proprietes interessantes en ce qui 
concerne la cinetique de regeneration hematopoietique apr&s greffe ou en raison de leur collecte 
facile par leucaphereses pratiquees en periode de regeneration hematopoietique post- 
chimiotherapique apres administration de facteurs de croissance hematopoietiques. Les cellules 
souches ainsi collectees presentent une propriete biologique interessante supplementaire : une 
haute proportion d’entre elles est activement engagee dans le cycle de proliferation cellulaire ce 
qui en fait des cibles ideales pour transfection par vecteur retroviral (7) contenant par exemple 
le gene de TIL-2 ou le gene du CD4. 

Le choix des cellules souches peripheriques pour tentative de correction du deficit immunitaire 
post-greffe par transfert de gene apparait encore plus judicieux si Ton considere que les 
leucaphereses pratiquees apres chimiotherapie et stimulation hematopoietique collectent une 
fraction deja concentree in vivo (jusqu’a 20% des cellules mononucleees ainsi collectees sont 
CD34+) (8). De plus ces progeniteurs hematopoietiques sont relativement plus mQrs que ceux de 
la moelle osseuse, ce qui explique qu’une bonne proportion d’entre eux est appelee & s’eteindre 
dans les mois qui suivent la greffe. II s’agit 1& d’une propriete interessante k exploiter si Ton 
souhaite que Texpression du gene greffe s’amenuise avec le temps apres la greffe. En revanche, 
la question de la reprise hematopoietique a long terme dans les cas de greffes pratiquees avec les 
seules cellules souches hematopoietiques peripheriques n’est pas encore resolue (9) et la 
contribution de ce type de greffon a Thematopoiese post-greffe devrait trouver une reponse au 
travers du type de manipulation que nous envisageons. 

Dans une etude clinique realisee par notre groupe (5), Tadministration d’IL-2 augmente 
1’activite des cellules NK CD56+ jusqu’a 2 semaines apres arret de la therapeutique mais ne 
restaure pas de maniere significative les capacites de proliferation des lymphocytes T, 
contrairement a ce que nous avions observe in vitro (3). On peut esperer que la transfection d’un 
gene d’IL-2 ou de CD4 dans des cellules souches peripheriques greffees entralnera un effet 
biologique et clinique plus marque car le recepteur de TIL-2 est normalement exprime a la surface 
des lymphocytes T qui reapparaissent dans le sang apres transplantation de cellules souches. Par 
ailleurs, Timportance de la majoration de 1’activite cytotoxique non MHC-restreinte dans un 
contexte de maladie residuelle n’est pas clairement etabiie; toutefois pour plusieurs types; de 
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tumeurs, Futilisation d’IL-2 associee ou non a Fadministration de lymphocyte activated killer 
(LAK) ou tumor infiltrating lymphocyte (TIL) s’est revelee capable d’induire des regressions 
tumorales (10). If apparait que FIL-2 joue un rdle central dans le deficit immunitaire apres 
autogreffe et dans Fimmunotherapie adoptive anticancereuse, ce qui justifie pleinement Femploi 
de cette cytokine dans notre modele. 

Les lymphocytes T helper, principaux producteursd’IL-2, sont classiquement caracterises par 
leur phenotype CD4. La population CD4+ est nettement reduite chez les patients autogreffes et 
cette diminution du nombre absolu de cellules CD4+ explique en partie le deficit de secretion 
d’IL-2. Le rdle de la molecule d’adhesion CD4 n’est pas entierement elucide. Son integrity apparait 
necessaire pour une reponse immunitaire normale, car elle interagit avec certaines tyrosine kinases 
liees au complexe recepteur T. Elle permettrait d’amplifier la production d’IL-2. De plus, la 
presence a faible density de Fantigene CD4 decrite a la surface des cellules pluripotentes 
hematopoietiques suggere que cette molecule joue egalement un rdle dans Fhematopoiese au sens 
large. Les effets de la transfection du gene encodant la molecule CD4 dans les cellules souches 
hematopoietiques seront egalement tres interessants a investiguer. 


BUT DU PROJET 


L’objectif de ce travail est d’une part de developper un modele pre-clinique de transfection 
de cellules souches hematopoietiques murines avec des vecteurs retroviraux contenant le gene de 
FIL-2 ou du CD4 afin de tester les aspects de faisabilite, de toxicite et le retentissement de ces 
manipulations sur la reconstitution immunitaire et la regeneration hematopoietique au long cours 
apres greffe. Les vecteurs seront, si necessaire, rendus plus contrdlables par Fadjonction d’un 
gene-suicide comme, par exemple, le gene de la cytosine deaminase qui convertit la 5- 
fluorocytosine non toxique en 5-fluorouracil cytotoxique (11). Ceci permettrait d’eliminer les 
cellules transfectees en cas d’accident non anticipe. 

D’autre part, le projet a pour but la production de vecteurs retroviraux totalement depourvus 
de particules virales recombinantes et de tester la possibility de transfecter, in vitro y des cellules 
souches peripheriques humaines collectees dans des conditions similaires & celles d’un protocole 
clinique. 

Une eventuelle application clinique ferait bien sQr Fobjet d^une demande d’avenant au present 
projet et ne serait envisagee qu’apres obtention prealable des autorisations requises pour une telle 
experience. 

APPROCHE EXPERIMENTALE 

A. ETABLISSEMENT D^IJN MODELE MIJR1N 

1. Production de retrovirus contenant le cDNA de FIL-2 ou du CD4 

a) Construction des vecteurs retroviraux 

Le plasmide M5-neo contenant un gene de resistance a la geneticine (G418) est un 
excellent vecteur pour Fexpression de gene dans les cellules hematopoietiques (12). 
Le cDNA de FIL-2 ou du CD4 sera insere dans le site du clonage 
EcoRI de M5-neo. Les sequences de polyadenylation de ces cDNA seront 
prealabiement excisees car elles provoquent une chute drastique du taux de 
retrovirus produit. L’Orientation correcte du cDNA sera verifiee en digerant le 
plasmide par enzyme de restriction. 

b) Production de particules retrovirales 

Le plasmide sera transfecte dans la lignee d’emballage ecotropique GP+E86 (13) 
par la technique classique de co-precipitation au phosphate de calcium. Cette 
lignee produit, in trans , les proteines derivees des genes gag y pol r et env necessaires 
a la production de particules retrovirales. Le surnageant retroviral produit par 
cette lignee servira a Finfection de la lignee amphotropique GP+:envAml2. 
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c) Determination du titre retroviral 

Les cellules NIH 3T3 seront infectees avec le surnageant viral produit par cellules 
d’emballage GP+E86 ou GP+envAml2. Seules les NIH 3T3 ayant integre le virus 
et done le gene de resistance au G418, survivront apres introduction de 
1’antibiotique dans le milieu. Le titre viral correspond au nombre de colonies 
formees par millilitre de surnageant viral. 

d) Recherche de retrovirus recombinant infectieux 

Les surnageants de NIH 3T3 infectees par retrovirus et selectionnees par G418 
serviront £ infeeter des NIH 3T3 fraiches et celles-ci seront a nouveau 
selectionnees avec du G418. En l’absence de retrovirus recombinant ces cellules ne 
survivront pas. 

2. Etablissement du modele animal 

a) Infection des cellules souches peripheriques 

Nous utiliserons des souris C3H/HeJ car cette race a ete frequemment utilisee dans 
les experiences de transfert de gene par retrovirus en raison du faible risque 
d’apparition de retrovirus recombinant xenotrope chez ces animaux. Les cellules 
souches hematopoietiques de ces souris seront collectees apres chimiotherapie et 
rhG-CSF par section brachiale ou ponction cardiaque sous anesthesie generate (14). 
Ces cellules seront prestimulees pendant 48 heures par de l’interleukine-6 et du 
Stem Cell Factor pour augmenter la mise en cycle cellulaire (15) et mises ensuite 
durant 48 h en presence de la lignee productrice de virus prealablement irradiee. 
Les cellules hematopoietiques non adherentes seront injectees a des souris 
syngeniques irradiees a dose lethale. 

b) Suivi aprfcs greffe 

A court terme, nous surveillerons les parametres hematologiques (globules blancs 
et plaquettes) par ponction retro-orbitaire. La persistance du gene retroviral dans 
les cellules hematopoietiques peripheriques et medullaires sera evaluee par 
polymerase chain reaction et son expression par Elisa pour l’IL-2 et par cytometrie 
de flux pour le CD4. A plus long terme, lasurvenue eventuelle de lymphomes suite 
a une stimulation du type autocrine par l’IL-2 sera evaluee par suivi clinique et 
examen anatomopathologique des rates et moelles des animaux sacrifies i des 
temps determines de l’experience. 


B. DEFINITION DES CONDITIONS D’INFECTION IN VITRO DES CELLULES 
SOUCHES PERIPHERIOIJES HUMAINES 

Nous disposons d’une lignee cellulaire (PA317) produisant des retrovirus (N2) conferant 
la resistance au G418 a de hauts titres et deja utilises dans plusieurs protocoles cliniques 
(16). Le titre retroviral sera estime et l’absence de virus recombinant sera evaluee. Des 
cellules souches peripheriques humaines fraichement collectees apres chimiotherapie suivie 
de facteur de croissance seront infectees par le surnageant viral filtre car la technique de 
co-culture n’est pas applicable en clinique en raison des risques de contamination par les 
cellules murines. Les cellules souches peripheriques seront done exposees au surnageant 
viral durant des temps a determiner et l’infection des cellules sera controlee par culture 
donate en methylcellulose avec ou sans G418. Les colonies resistantes seront isolees et la 
presence du gene de resistance au G418 sera certifiee par polymerase chain reaction. 
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